アレルギー疾患の傷害臓器を決定するT細胞上接着因子の発現とその制御機構の解析 by 河野, 陽一
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めはしがき
近年, 食物ア レルギ - や ア トピ ー 性皮膚炎などの ア レルギ ー 疾患の 増加が社会的
に も大きな問題 とな っ て い る . ア レルギ ー 疾患の 発症機序はい まだに不明で あるが ､
ア レルゲ ンに 反応す る T細胞が重要な役割を担 っ て い る こ とが知られて い る ｡ 現在
まで ､ ア レルギ ー 疾患に お ける T細胞の機能に つ い て はサイ トカイ ン産生能などの
解析が進んで い る の に対 して , 慢性炎症の 形成に重要なア レルゲン応答性 丁細胞が
炎症臓器 へ 浸潤す る機序の解明は遅れて い る ｡ 最近 ､ 炎症臓器 へ の リ ンパ 球の 移動
に細胞表面上 の ホ ー ミ ン グレセプタ ー と呼ばれ る接着分子が重要な役割を果たして
い る こ とが明らかにされ つ つ ある . こ の ホ ー ミ ングレセプタ ー の 発現とアレルギ ー
性疾患の 活動性や標的臓器特異性を明らか にする ことはア レルギ - 性疾患の 理解を
深め ､ 新たな治療法の開発に もつ なが る ｡
本研究で は, まず気管支幡息患者を対象として ､ ア レルギ ー 性炎症 にお ける重要
なホ ー ミ ン グレセプタ ー と考えられて い る α 4イ ンテグリン発現が晴息の 活動性と
相関す る こ とを明らか として ､ ア レル ゲン反応性丁細胞上 の ホ - ミ■ングレセプタ ー
発現がア レルギ ー 疾患の 病態に重要な役割を果たす こ とを示 した o さらに ､ 多彩な
臓器が傷害さ れ 特に消化管ア レルギ ー とア トピ ー 性皮膚炎が多い食物ア レルギ ー
患者を対象と して ､ ア レル ゲン に応答す る T細胞が異なる標的臓器 へ 選択的に浸潤
す る機構として の ホ ー ミ ング レセプタ ー 発現に関す る解析を行っ た｡ その 結果, 食
物ア レルギ ー に よる小児 の ア トピ ー 性皮膚炎にお けるホ ー ミ ン グレセプタ ー の 重要
性を確認 した ｡ さ らに ､ 麟帯血丁細胞を用 い た解析から乳児の 食物ア レルギ ー に よ
る ア トピ ー 性皮膚炎の発症をホ ー ミ ン グレセ ブタ … 発現か ら予知しう る可能性を示
した .
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本研究によ っ て 得られ た結果は､ 今後 の ア レルギ
ー 疾患の 病態 の把握 ｡ 治療法の
樹立 に期す る と こ ろが大きい と信じる o 特に食物ア レルギ
ー の 予知 ･ 予防と い う点
からも重要な意味をもつ研究成果と考える ｡
最後に ､ 本研究 へ の援助をい ただ い た文部科学省に心か ら感謝します｡
平成1 3年3月
研究代表者 河野陽 一
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研究成果
1. ダニ をア レルゲン とす る気管支噛息患者を症状の強さ によ っ て 2群 に分
け , ダニ ア レルゲン刺激によ っ て 末梢血 丁細胞上 に誘導され る α 4イ ン
テグリ ン(CD 49d)の発現をフ ロ - サイ トメ トリ ー にて 解析した｡ そ の結
果､ α 4イ ンチグリ ン発現の程度は噛息の活動性と相関して い る こと を
明 らか とした. すなわち ､ ア レルゲンに 反応する T細胞上の接着因子発
現は疾患活動性に重要な因子 で ある こ とが示唆された ｡
2. 食物ア レルギ ー による ア トピ ー 性皮膚炎を有す る患者を対象として ､ 莱
梢血単核球を食物ア レルゲンで刺激して T細胞上 の接着因子発現をフ ロ
ー サイ トメトリ ー に て解析した ｡ 接着因子 と して特に ､ 消化管または皮
膚 へ の 接着に重要と考えられ る α E β7イ ンチグリ ン およびc utane o u s
lympho cyte antigen(CL A)に つ い て検討した｡ そ の 結果 , 1歳以上の食
物ア レルギ ー に よる幼児の ア トピ ー 性皮膚炎にお い て は食物ア レルゲ ン
反応性丁細胞上の C L A発現がそ の病態に重要で あ る こ とが 明らか とな っ
た ｡ 一 方, 乳児 の ア トピ ー 性皮膚炎で は食物ア レルゲ ン刺激 によ る T細
胞上 の α Eβ 7イ ンテグリ ン発現が病態 に関与す る 可能性が示 され た｡
3. 食物ア レルゲン刺激に よる肺帯血 丁細胞上 の α Eβ 7イ ンテグリ ン発覗
と食物摂Ⅰ附こよるア トピ ー 性皮膚炎の発症 の関連を解析したと こ ろ ､ 瞭
帯血 丁細胞上 の牛乳ア レルゲン刺激による α Eβ7イ ンテグリ ン発現は,
牛乳摂取 による ア トピ ー 性皮膚炎の発症を予測す る マ ー カ ー と して きわ
めて有用で ある こ とが明らか と な っ た｡
4. 食物ア レル ゲ ン に反応す る T細胞内の サイ トカイ ン を フ ロ ー サイ トメ ト
リ ー で 検出す る こ とはで きなか っ た o
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はじめに
小児 に多 い食物ア レルギ ー や ア トピ - 性皮膚炎などの ア レル ギ ー 疾患の 発症機序
はい まだ に不明で あ るが ､ ア レル ゲ ン に反応す る T細胞が重要な役割を担 っ て い る
と考え られ る ｡ 我々 は, 世界に先駆けて食物ア レルギ ー を有す る ア トピ - 性皮膚炎
患者末梢血から食物ア レルゲン反応性丁細胞株を樹立 し , そ の サイ トカイ ン産生を
解析して きた ｡ そ の結果 , ア トピ ー 性皮膚炎患者から樹立した食物ア レルゲン反応
性丁細胞はイ ンタ ー ロイキ ン 4(Ⅰし4)やⅠし5を産生し､ イ ンタ ー フ ェ ロ ン γ を産生し
な い ､ い わゆるT h 2タイプT細胞で ある ことを明らかとした ｡
一 方､ アト ピ ー 性皮膚炎は慢性の ア レルギ ー 性疾患で あり ､ その ア レルギ ー 性炎
症の成立にも T細胞が重要な役割を果たす こ とが知られて きた ｡ 特に近年は､ ア レ
ルゲン反応性 丁細胞が炎症臓器 へ 浸潤する際の接着分子 と して の ホ ー ミ ングレセプ
タ ー が注目されて い る ｡ こ の 葡域の研究はサイトカイ ン と異なり ､ 進んで い ない ｡
本研究で は ､ まず気管支噛息患者を対象として ､ ア レルギ ー 性炎症 にお ける重要
なホ ー ミ ン グレセプタ ー と考え られて い る α 4イ ンテグリ ン の ア レルゲン反応性丁
細胞上 の発現と晴息の 活動性との相関を解析して , アレルギ - 性炎症にお ける ホ ー
ミ ン グレセプタ ー 発現 の 臨床的意義を解析した ｡ また､ 多彩な臓器が傷害され , 特
に消化管ア レ ルギ ー とア トピ ー 性皮膚炎が多い食物ア レルギ ー 患者を対象として ､
ア レルゲン に反応す る T細胞が異な る標的臓器 へ 選択的に浸潤す る機構と して の ホ
ー ミ ング レセ プタ ー 発現に関す る解析を行 っ た .
さ らに ､ ホ ー ミ ングレセプタ ー 発現はア レルギ ー 性炎症に先行して発現する こと
が炎症 の機序から推測される の で ､ 従来の 方法で は困難で あ っ たア レルギ ー 発症 の
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予知を麟帯血 丁細胞上 のホ ー ミ ングレセプタ ー 発現をもとに検討した o
対象及び方法
(1) 対象
ダニ に対す るR A ST(r adioal1ergo s o rbe nt te st)が陽性の ア トピ - 型気管支噛息患者
と噛息が寛解 にい た っ た患者を対象 と した ｡ また ､ 食物ア レルギ ー に よ る消化管ア
レルギ ー また はア トピ ー .性皮膚炎を有す る有症状患者と食物ア レルギ ー が寛解 した
患者を対象とした ｡
さらに ､ イ ン フ ォ ー ム ドコ ンセ ン トを得て麟帯血単核球を採取 ･ 分離後に凍結し
た乳児を追跡して , 生後3 - 6 ケ月 時で の 調整粉乳摂取に よ る アトピ - 性皮膚炎の
発症を検討した ｡
(2) フ ロ ー サイ トメ トリ ー
ホ ー ミ ン グレセプタ ー として ､ 気管支噛息患者で は α 4イ ンチグリ ン(C D49 d)を､
食物ア レルギ ー 患者にお い て は , 消化管または皮膚 へ の接着た重要と考えられ る α
Eβ7イ ン テグリン およびcuta n eo u slympho cyte ass ociated a ntigen(CLA) を解
析した ｡ すなわち ､ 幡息患者の末梢血単核球をコ ナ ヒ ョ ウ ヒダニ 粗抗原で 7 日間刺
激してC D 4陽性丁細胞上 に発現羊れ る α 4イ ンテグリ ンをフ ロ ー サイ トメ トリ
ー に
よ っ て 解析した ｡ また､ 牛乳あ るい は鶏卵アレルギ ー によ るア トピ ー 性皮膚炎の幼
児の末梢血単核球を牛乳中の 主要な蛋白ア レルゲンで ある α Sカゼイ ン または卵白
中の 主要な蛋白ア レルゲンで あるオボアルブミ ンで 7 日間刺激してCD 3陽性丁細胞
上に発現され る α Eβ 7イ ンテグリ ンおよびC L Aをフ ロ ー サイ トメ トリ ← によ っ て
解析した ｡
麟帯血単核球は生後3 - 6 ケ 月 時に解凍して α Sカゼイ ンで 7 日間刺激した後に ､
c D 3陽性丁細胞上に発現され る α Eβ 7イ ンテ グリ ン お よびC L Aを同様に解析した .
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(3) リ ンパ球芽球化反応
単核球をフ ロ ー サイ トメ トリ - の 解析に用い た刺激抗原とともに 7 日間培養し､
培養終了16時間前にトリチウム チミ ジ ンを加えて ､ 培養終了後 に細胞を渡紙上 に回
収 して細胞内に取 り込 まれた放射活性を ベ ー タカウ ンタ ー にて 測定した .
ll
結果
(1) 気管支棉息の 活動性とア レルゲン刺激丁細胞上 α 4イ ンテグリ ン発現
ダニ を ア レルゲン とす る気管支噛息患者を症状の強さ によ っ て 2群 に分け､ ダニ
ア レルゲン刺激に よ っ て 末梢血 丁細胞上 に誘導され る α 4イ ンチグリ ン の 発現をフ
ロ ー サイ トメ トリ ー にて解析した ｡ その 結果､ α 4イ ンテ グリ ン発現 の程度は幡息
の活動性と相関して い る ことが明 らか とな っ た (図 1) ｡ 結核菌の抗原で あるP P D
刺激で誘導されZ' α 4イ ンテグリ ン発現と晴息の症状と の間には相関はなか っ た .
すなわち ､ ア レル ゲンに反応す る T細胞上 の ホ ー ミ ング レセプタ ー 発現は疾患活動
性に重要な因子 で ある こ とが示唆され た.
(2) 食物ア レルギ ー に よ る ア トピ ー 性皮膚炎患者にお ける α Eβ 7イ ン テ グリ ン
お よびcLA発現
牛乳または鶏卵ア レルギ - に よるア トピ ー 性皮膚炎が疑われた患者に対 して経口
負荷試験を行い ､ 食物ア レルギ ー の 診断を行 っ た . これ らの患者の末梢血単核球を
α Sカゼイ ン またはオボアル ブミ ンで刺激して 7日後 にC D 3陽性丁細胞上 に発現す
る α Eβ 7イ ンテグリン およびC L Aをフ ロ ー サイ トメ トリ ー に より解析した｡ そ の
結果 ､ 食物ア レルギ ← に よる ア ト ビ∵性皮膚炎が負荷試験から明らか とされ た症例
にお い て 食物ア レルゲン刺激に よる T細胞上C LA発現が認められたの に対 し , 食物
ア レルギ ー が寛解した患者で は食物ア レル ゲン刺激によ る T細胞上C L A発現は観察
されなか っ た (図 2) ｡ す なわち ､ ア レルゲン刺激丁細胞上 のC L A発現は食物ア レ
ルギ ー に よる ア トピ - 性皮膚炎の疾患活動性を反映して い る と考えられ た o 食物ア
レルゲン刺激によ る α Eβ7イ ンテ グリ ンの 誘導は認 め られなか っ た (結果は示さ
ず) 0
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(3) 妊産婦の 出産時に採申した脚帯血 丁細胞上 の α Eβ7イ ン チ グリ ン 発現に よ
る食物ア レルギ ー の 予知
牌帯血 丁細胞を牛乳中の 主要な蛋白で ある α Sカゼイ ンで刺激する とす べ て の 牌
帯血 丁細胞は増殖した (結果は示さず) ｡ す なわち ､ 出生児 にほぼす べ て の 乳児に
は牛乳抗原を認識す る T細胞が存在する と考えられ る｡ しか しなが ら､ α Sカゼイ
ン刺激で T細胞上 に表面 に α Eβ 7イ ンテ グリ ンが誘導された乳児 の み が, 生後3
- 6 ケ 月時 に調製粉乳の摂取 で ア トピ ー 性皮膚炎を発症して い た (図 3) . また ､
脚帯血 丁細胞上 にC L Aの 発現は誘導されなか っ た｡
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考察
ア レ ルギ ー 疾患 の 多くは小児期に発症する . そ の 中で も食物ア レルギ ー はも っ と
も早期に羅患す る アレルギ ー で ある ｡ 興味深 い こ とに ､ 食物ア レルギ ー で は即 時型
の草麻疹反応を示す患者もい れ ば遅延 型反応と考えられ る ア トピ - 性皮膚炎を発症
する患者もい る ｡ こ の よう に同じ食物ア レルギ ー で も傷害され る臓器が異なる機序
は長く不明で あ っ たo しか し､ 最近 ､ ア レルギ ← 性炎症に かかわ る細胞, 特 にT細
胞上 に発現される.ホ
ー ミ ング レセプタ ー が臓韓特異性の 決定 に大きく関与す る こ と
が明 らか とされて きた (1) ｡ ホ ー ミ ン グレセ プタ ー は細胞上 の接着分子 の 一 つ で
あるが , とく に免疫担当細胞が血中から特定 の臓器 へ 移入 して ゆく時 に重要な分子
であ る ｡
本研究で は､ ダニ に感作されて い る 小児気管支棉息患者を対象 として ､ T細胞上
の気道 へ の ホ ー ミ ングレセプタ ー と考え られる α 4イ ンテグリ ンの 発現量が棉息の
症状の強さと関連す る こ とを国内外で初めて 明 らかとした ｡ こ の結果は ､ ア レル ギ
ー 疾患の 発症に おける T細胞の 役割は単にIgE抗体産生や好酸球 の遊走 ･ 活 性化 に重
要で あるサイ トカイ ンを産生す る こ との みで はなく ､ ア レ ルギ ー 性炎症の局所で T
細胞が機能を発揮するために T細胞が組織へ 浸潤す る際に必要となる ホ ー ミ ン グレ
セプタ - の 発現も重要な因子 で ある こ とを弓重く示唆して い る ｡
ダニ ア レルギ ー 晴息にお けるT細胞上の ホ - ミ ン グレセプタ ー の 重 要性が明らか
に な っ た こ と をもと に ､ さ らに我 々 は 小 児に おい て社会的 に も重要な食物ア レルギ
ー に よ る ア トピ ー 性皮膚炎における ア レル ゲ ン反応性丁細胞上 の ホ ー ミ ン グレセ プ
タ ー 発現を解析した｡ 現在まで ､ ア トピ ー 性皮膚炎にお い てC L Aが重要なホ ー ミ ン
グ レセプタ ー で ある こ とが Picke rらに よ っ て 報告さ才1て い るが (2) ､ そ の 確認 は
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十分なされて い ない ｡ そ こで､ 我々 は負荷試験に よ っ て食物ア レル ゲ ン摂取 によ っ
て アトピ ー 性皮膚炎が悪化す る こ とが明 らか とな っ た幼児の アトピ - 性皮膚炎患者
を対象として ､ 食物ア レルゲン刺激によ っ て 末梢血 丁細胞上に発現されるC L Aを検
討した . その 結果 , 負荷試験陽性の 活動性アトピ ー 性皮膚炎患者 におh て の みC L A
発現が認められた ｡ 食物アレルギ ー が寛解した患者で はC L Ab)発現は誘導されず､
c L Aが臓器特異性の みで なく疾患活動性にも関与して いる ことが示唆された ｡
ア レルギ - 疾患の 発症の予知は従来からきわめて関Jbの 高い テ - マ で あり ､ 多く
の 研究がなされて きた o 液性免疫で は頗帯血中の垣E抗体､ 細胞性免疫で は晴帯血単
核球の増殖反応やサイ トカイ ン産生が指標とな るの で はない か と報告され て い る ｡
しかしなが ら ､ これ らの 研究結果 で はア レルギ ー 疾患発症群と非発症群の 間で群間
として の差異は認められ るもの の 個々 の 結果で はオ ー バ ー ラ ッ プが認めらオ1､ 実際
に ア レルギ ー 疾患を発症する可能性の高いhighrisk患者を同定す る ことは簡単で は
ない (3 , 4) ｡
最近 , 新生児期の T細胞応答はアトピ - 素因の有無に関わらずイ ンタ ー フ ェ ロ ン
γ の 産生がイ ンタ ー ロイ キ ン4産生 に対して相対的に低い , い わ ゆる T h 2タイプの
反応で ある こ とが 明らか にされた (5) ｡ さ らに ､ ア トピ - 素因の 有無にかかわら
ず､ ほ とん どの 新生児が体内で すで に環境抗原に対して T細胞レ ベ ルで は感作され
て い る こ とも明 らか とされた . 以上 の 結果から考える と , T細胞増殖反応やサイ ト
カイ ン産生を指標とす る従来の研究で は食物ア レルギ ー 発症のhighrisk群を同定す
る こ とが困難な こ とが理解され る ｡
我 々 は , そ こ で 僻帯血 丁細胞を食物ア レル ゲ ンで 刺激した際に誘導され る ホ - ミ
ン グ レセ プタ - の 有無が食物ア レルギ ー に よ るア トピ ー 性皮膚炎の 発症 の 予知 に つ
なが る可能性を解析した｡ 解析す る ホ - ミ ン グ レセ プタ ー と して は､ 上記の 結果 か
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らC L Aを選んだ o さ らに ､ 我々 の 現在まで の研究から食物アレルギ ー による ア トピ
- 性皮膚炎患者で はしばしば便粘液中の好酸球が陽性となる こ とか ら､ ア レルギ ー
性炎症 が腸管で も惹起されて い る可能性が高い (6) ｡ そ こ で ､ 腸管における T細
胞 の接着因子で ある α E β7イ ンテ グリ ン発現 に つ い て も検討 した｡ そ の 結果 , 大
変興味あ る こ と に ､ 晴帯血 丁細胞を牛乳の 主要ア レルゲン で ある α Sカゼイ ン で刺
激した際に α Eβ7イ ンテグリ ンの発現が誘導された児 にお い て の み調整粉乳摂取
に よる ア トピ ー 性皮膚炎が発症して い た. これ らの患者にお い て , 勝帯血 丁細胞上
に はま っ たくC LAは誘導されなか っ た｡ こ の 結果 は ､ 乳 児期の ア トピ ー 性皮膚炎発
症に はC L A ではなく α Eβ 7イ ンテ グリ ンが強く関与して い る こ とを示 して い る ｡
実際､ α E β7イ ン テグリ ンが皮膚 へ 浸潤して い る リ ン パ腫上 に発現して い る報告
もあ る こ とか ら (7) , α Eβ7イ ンテグリ ン は皮膚 へ の ホ ー ミ ングに関与して い
る 可能性が高い ｡
先に述 べ たように ､ 我々 は､ 幼児の ア トピ ー 性皮膚炎患者で は食物ア レルゲン刺
激 によ っ て 末梢血丁細胞上 に はC L Aが発現されるが α E β7イ ンテグリ ン は陰性で
ある こと を観察して い る ｡ こ の こ とは､ ある年齢で皮膚 へ の ホ ー ミ ン グレセプタ ー
が α Eβ 7イ ンテグリ ンか らCLAへ 変換してゆく こと を示唆して い る ｡ 実際に脚帯
血から 一 定 の 年齢まで経過を追えた症例で はそ の ような結果が得られて い る o
以上 , 本研究は ､ ア レルゲン に 反応す る T細胞上 の ホ ー ミ ング レセプタ ー 発現の
解析が疾患活動性の指標とな るなみで なく , アレル ギ ー 疾患 の 予知 にもつ なが る可
能性を明らか に した. 今後, 本研究結果をも と にホ - ミ ン グレセプタ ー を標的とす
る新たな ア レルギ ← 疾患の 治療や予知に基づく早期介入療法によ るア レルギ ー 疾患
の 予防が期待され る o
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